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1 UVOD  
Cepljenje se uporablja za preprečitev in zaščito pred raznovrstnimi boleznimi. Na leto je 
proizvedejo več kot milijardo doz cepiv. Večino se jih uporabi za cepljenje popolnoma zdravih 
ljudi. To je razlog, da so cepiva med najbolj načrtovanimi in nadzorovanimi produkti v 
današnjem svetu. Proizvodnja cepiv na varen in konsistenten način je mogoča ob naslednjih 
štirih pogojih:  
1. Proizvodni proces, ki definira, kako je narejen produkt; 
2. Delovanje organizacije po predpisih, tako da uspešno zaključi proizvodni proces; 
3. Testiranje produkta in procesov, ki omogočajo nastanek produkta;  
4. Nadzorovana odobritev za izdajo in distribucijo produkta (Gomez in Robinson, 2018). 
V večini primerov so proizvedena cepiva proti infekcijskim boleznim, z napredovanjem 
tehnologij pa lahko v današnjem svetu proizvodnjo cepiv razširimo tudi na neinfekcijske 
bolezni, kot so rak in avtoimunska obolenja. Na trg se prebijajo nove vrste cepiv, kot so DNK 
in RNK cepiva, ki bodo predstavljena kasneje v tem diplomskem delu. Klasični pristopi nam 
omogočajo, da se na zanesljiv in varen način zaščitimo pred boleznim. Nova cepiva, npr. proti 
raku, pa se uporabljajo za krepitev imunosti pri borbi proti raku. S tem se odpirajo nove 
možnosti za pomoč bolnikom z raznimi boleznimi (Gomez in Robinson, 2018).  
V tem diplomskem delu bom predstavil izdelavo živih oslabljenih, inaktiviranih, konjugiranih 
in polisahardnih, toksoidnih cepiv in cepiv iz očiščenih delov mikroorganizmov. Antigene za 
ta cepiva pridobimo iz mikroorganizmov. Predstavil bom tudi rekombinantna cepiva, pri katerih 
pridobimo antigene z rekombinantnimi tehnikami. Na koncu pa se bom posvetil tudi novejšim 
pristopom k izdelavi cepiv, kot so DNK in RNK cepiva. 
2 ZGODOVINA CEPIV  
Cepljenje kot namerna zaščita ljudi pred boleznimi ima kar dolgo zgodovino, a se je kot del 
redne prakse uveljavilo šele v 20. stoletju. Od takrat je cepljenje v razvitem svetu omogočalo 
obvladovanje desetih hudih bolezni: davica, črne koze, tetanus, otroška paraliza, rumena 
mrzlica, oslovski kašelj, Haemophilus influenzae tipa b, ošpice, mumps in rdečke. Bolezen 
črnih koz smo s cepivom izkoreninili in se vsaj v naravni obliki ne pojavlja več. Vpliv cepljenja 
na zdravje svetovne populacije je tako ogromen. Z izjemo čiste vode ni imel noben ukrep 
tolikšnega vpliva zmanjševanja smrtnosti prebivalstva in vpliva na rast populacije (Plotkin S.L. 
in Plotkin S.A., 2018).  
Prve omembe cepljenja segajo že v deseto stoletje, prvi zapisi, ki opisujejo štiri tipe inokulacije 
proti črnim kozam pa so se pojavili v osemnajstem stoletju. Prav tako obstajajo zapisi o uporabi 
govejih osepnic ali govejih koz za zaščito pred črnimi kozami. Prvi znanstveni poskus 
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nadzorovanja nalezljive bolezni, ne da bi se pri tem prenašala bolezen sama, je delo Edwarda 
Jennerja. Jenner se je oprl na ljudsko modrost, da ljudje, ki so se okužili z govejimi kozami, 
niso zboleli za smrtonosnimi črnimi kozami. Svoje poskuse je strnil v delo Variolae Vaccinae. 
Naslednji se je sodobnim tehnikam cepljenja približal Louis Pasteur, ki je javnosti predstavil 
cepivo proti koleri. Razvijal je tudi cepivo proti antraksu, kjer je oslabljeno obliko bakterije 
inokuliral v ovce in koze. Zdrave so ostale le cepljene, s tem pa je dokazal varnost svojega 
cepiva (Plotkin S.L. in Plotkin S.A., 2018). 
Na začetku 20. stoletja so v zdravstvu uporabljali pet cepiv za humano rabo: Jennerjevo 
originalno cepivo proti črnim kozam, Pasteurjevo cepivo proti steklini in tri cepiva proti tifusu, 
koleri in kugi. V drugi polovici 20. stoletja se je razvoj cepiv močno pospešil zaradi zmožnosti 
gojenja virusov v celičnih kulturah. Virusi gojeni v celičnih kulturah še danes služijo kot osnova 
za protivirusna cepiva. Prvo licencirano cepivo, narejeno z uporabo celičnih kultur, je bilo 
trivalentno inaktivirano cepivo Jonasa Salka, leta 1955, proti otroški paralizi, ki je doživelo 
velik uspeh. Pojavilo pa se je veliko primerov otroške paralize po cepljenju, kar je kazalo na 
možen pojav stranskih učinkov po cepljenju (Plotkin S.L. in Plotkin S.A., 2018).  
Sedaj za izdelavo cepiv v večini uporabljajo novejše tehnologije za proizvodnjo, ki naj bi bile 
bolj varne in ponujajo več možnosti za razvoj cepiv. Novejše tehnike, kot so DNK mikromreže, 
genomika in proteomika, so znanstvenikom omogočile pripravo antigenskih podenot, genetsko 
modificiranih antigenov in vektorskih sistemov za proizvodnjo in dostavo antigenov. Starejše 
tehnike, kot so vezava antigena na nosilec, atenuacija in inaktivacija celotnega mikroorganizma 
(virusa), pa še vedno ponujajo platformo za razvoj novih cepiv, kot je na primer cepivo proti 
virusu zoster. Od leta 2000 je bilo registriranih 13 novih cepiv v Združenih državah Amerike 
in v Evropi (Plotkin S.L. in Plotkin S.A., 2018). 
3 POTEK IZDELAVE CEPIV  
Za izdelavo cepiv je ključnega pomena pridobitev ustreznega antigena. V glavnem jih lahko 
pridobijo iz virusov in bakterij. Viruse lahko gojijo v primarni (bolj poredko) ali kontinuirni 
celični liniji, starejši pristopi pa vključujejo tudi gojenje v kokošjih jajcih. Bakterijske patogene 
gojijo v bioreaktorjih, kjer so medij in ostali pogoji prilagojeni tako, da je donos antigena kar 
se da velik. Obstaja tudi možnost pridobitve antigenov tudi z rekombinantnimi tehnikami. 
Rekombinantne proteine lahko proizvedejo v različnih ekspresijskih sistemih, npr. v bakterijah, 
glivah ali celičnih kulturah (Gomez in Robinson, 2018).  
Pomembno vlogo igra nadzor, shramba, karakterizacija in zaščita virusnih in bakterijskih 
starterskih kultur. Prvi korak v proizvodnji je ustanovitev izvirne celične banke. To je zbirka 
celic, ki predstavlja začetni material za vso nadaljnjo proizvodnjo. Je dobro okarakterizirana, 
znana je njena donosnost in vsi metabolni produkti, ki bi v proizvodnji lahko predstavljali 
neželene agense. Iz te izvirne celične banke naredijo delovne kulture, ki se jih uporabi kot 
starterske kulture za proizvodnjo. Končno cepivo je močno odvisno od starterske kulture, njena 
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sprememba lahko za proizvajalce pomeni ponovitev celotnega postopka od začetka (Gomez in 
Robinson, 2018).  
Naslednji korak je izolacija antigenov iz medija, ki mu sledi čiščenje antigenov. Za cepiva, ki 
vsebujejo rekombinantne proteine, lahko to pomeni več korakov kolonske kromatografije in 
ultrafiltracije, pri inaktiviranih virusnih cepivih pa le inaktivacijo izoliranih virusov brez 
nadaljnjega čiščenja (Gomez in Robinson, 2018).  
Končna formulacija cepiv je sestavljena iz antigenov, stabilizatorjev in/ali konzervansov. Vsi 
dodatki morajo ohranjati imunogenost in omogočiti antigenu, da v prejemniku vzbudi učinkovit 
imunski odziv. Delavci, ki sodelujejo pri postopkih priprave formulacije, morajo nositi posebna 
zaščitna oblačila za preprečevanje kontaminacij z neželenimi agensi, saj ti postopki potekajo v 
visoko kontroliranem okolju. Med njimi je izveden kontrolni monitoring okolja in površin. 
Kontrola kvalitete (Quality control; QC) zajema testiranje varnosti, učinka, čistosti, sterilnosti 
in ostalih lastnosti, ki so za produkt specifične. Med to fazo posamezne enodozne ali multidozne 
embalaže očistijo, depirogenirajo, napolnijo s cepivom in zatesnijo s sterilnimi zamaški ali bati. 
Vse operacije polnjenja morajo potekati v visoko kontroliranem okolju. Po polnjenju vse viale 
preverijo z uporabo polavtomatske ali avtomatske opreme, ki zazna kakršnekoli kozmetične ali 
fizične defekte. Kot v formulacijski fazi se tudi tukaj med operacijami izvede kontrole in nadzor 
okolja z enakimi analizami QC (Gomez in Robinson, 2018).  
Na učinkovitost cepiva lahko močno vpliva nepravilna distribucija in pogoji hranjenja. 
Občutljivost cepiv na neugodne okoljske vplive, predvsem na temperaturne ekstreme, je 
odvisna predvsem od njihove sestave. Živa atenuirana cepiva so namreč bolj občutljiva kot 
inaktivirana cepiva in toksoidi (Gomez in Robinson, 2018).  
4 ŽIVA OSLABLJENA CEPIVA 
Živa oslabljena cepiva vsebujejo mikroorganizme, ki se lahko razmnožujejo v gostitelju, 
okužijo celice in sprožijo imunski odziv, pri tem pa ne povzročijo bolezni (Sohail Ahmed in 
sod., 2018). Med živa oslabljena cepiva spada cepivo proti ošpicam. Razvoj je sledil takole.  
Enders in Peebles sta leta 1954 izolirala in gojila virus ošpic v tkivni kulturi, zatem pa je hitro 
sledil razvoj cepiva, testiranje in licenciranje (Enders in sod., 1962). Uporabila sta 
Edmonstonov sev, ki je dobil ime po človeku, iz katerega so virus izolirali. Za izdelavo 
Edmonston B cepiva, so Enders in kolegi presadili Edmonstonov sev 24-krat v primarni celični 
kulturi ledvic in 28-krat v primarni celični kulturi amnionskih celic pri 35-36°C. Nato so sev 
prilagodili pogojem, v katerih se razvija kokošje embrije (6-krat presaditev) in ga nato presadili 
v celice kokošjih zarodkov (Enders in sod., 1962). Virus so nato izorali in ga očistili. Cepljenje 
z Edmonston B virusnim sevom je pri 20-40 % cepljenih povzročilo visoko vročino in pri 
približno 50 % cepljenih izpuščaj, cepljeni pa so vseeno virus prenašali dokaj dobro (Krugman 
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in sod., 1963). Med leti 1963 in 1975 so samo v Združenih državah Amerike razdelili 18,9 
milijonov doz cepiva (Strebel in sod., 2018). 
Sodobna proizvodnja cepiva proti ošpicam se začne z namnoževanjem virusa v primarnih 
celicah kokošjega embria. Po začetni fazi gojenja kulture inokulirajo z bolj oslabljenim Moraten 
sevom virusa ošpic. Po nekaj dnevih inkubacije pri 32 °C celice sperejo, da odstranijo fetalni 
goveji serum, poleg tega pa zamenjajo tudi medij. Virusi se pri tem nahajajo v celicah. Nov 
medij vsebuje 50 μg/mL neomicina, sukroze, pufra, aminokislin in humanega albumina. Nato 
izvedejo mehanično lizo celic, da iz notranjosti pridobijo viruse. Tekočine z virusi zamrznejo, 
dokler se na alikvotih ne naredi testov za titre virusa. Tekočine z virusom, ki imajo zadostno 
potenco in imajo zadovoljive teste za napredek, odmrznejo, resuspendirajo v gojišču in vzorčijo 
za varnostne teste in klasifikacijo. Viruse nato očistijo s centrifugacijo in filtracijo, ter jih ločijo 
za zamrzovanje (Strebel in sod., 2018). 
Ko končno cepivo v velikih količinah uspešno prestane testiranje kakovosti, cepivo razdelijo 
na manjše količine, ki jih odmrznejo, resuspendirajo v viale in liofilizirajo. Proizvajalec nato 
cepivo raztopi v sterilno destilirano vodo. Uporaba konzervansov ni priporočena, saj lahko 
cepivo inaktivira. Vsaka doza vsebuje približno 25 μg neomicina. Kot stabilizatorji so dodani 
sorbitol in hidrolizirana želatina (Strebel in sod., 2018).  
Cepivo proti ošpicam se danes najpogosteje uporablja skupaj s cepivom proti mumpsu in 
rdečkam (OMR) kot del rutinskega vakcinacijskega programa otrok. Študije so pokazale, da 
kombinacija vseh treh antigenov vzbudi enako veliko serokonverzijo, kot uporaba vsakega 
cepiva samega zase, ne glede na to, kateri sev virusa ošpic je bil uporabljen (Strebel in sod., 
2018).   
5 INAKTIVIRANA CEPIVA  
Inaktivirano cepivo vsebuje imunogene, ki se v gostitelju ne morejo razmnoževati. 
Mikroorganizmi so v postopku proizvodnje tovrstnih cepiv namreč inaktivirani s kemikalijami, 
toploto ali sevanjem (Sohail Ahmed in sod., 2018). Med inaktivirana cepiva sodi cepivo proti 
gripi. 
Prva komercialna cepiva proti gripi so bila dovoljena za uporabo v ZDA leta 1945 na podlagi 
študij, narejenih na vojakih in študentih (Francis in sod., 1946). Za cepivo se je zanimala 
predvsem ameriška vojska, saj je v prvi svetovni vojni nastopila pandemija gripe, ki je močno 
zdesetkala vojake in civilno prebivalstvo. Zmožnost pridelave velike količine virusa v kokošjih 
jajcih, pojasnitev fizične strukture virusov in razvoj principov kemične inaktivacije, so 
omogočili izdelavo več milijonov doz cepiva (Francis in sod., 1935). 
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5.1 IZDELAVA CEPIVA 
Predloge za sestavo antigenov cepiva proti gripi za severno in južno poloblo vsake pol leta izda 
World Health Organization (WHO). S tem zagotovi, da so trenutna cepiva proti gripi učinkovita 
proti sevom, ki se tisto obdobje pojavljajo na obeh poloblah (Gerdil, 2003). Podatke za to zbere 
Global Influenza Surveillance Response System (GISRS). GISRS je omrežje nadzornih 
sistemov in laboratorijev v več kot 120 državah, ti pošiljajo podatke WHO in z njimi delijo 
vzorce in izolate. S petimi WHO sodelujočimi laboratoriji zagotavljajo antigensko in genetsko 
karakterizacijo virusov za uporabo pri določanju optimalnih sevov za izdelavo cepiva (Ampofo 
in sod., 2014).  
Virusi influence, ki se uporabljajo v cepivih, so običajno izolati, pridobljeni iz GISRS. WHO 
in različne nacionalne inštitucije predlagajo uporabo določenih sevov, osnovanih predvsem na 
antigenskih karakteristikah njihovih hemaglutininov (HA) in nevraminidaz (NA). Originalni 
izolati so gojeni v kokošjih jajcih ali pa v primarnih kulturah ledvic kokoši z izjemo 
rekombinantnih proteinskih cepiv. Ti izolati nato služijo kot osnova za razvoj referenčnih 
sevov. Ti so potem razposlani proizvajalcem, ki razvijejo startersko kulturo virusa. Divji tipi 
sevov v kokošjih jajcih velikokrat rastejo relativno slabo, zato proizvajalci istočasno raziskujejo 
več antigensko podobnih sevov z različnimi lastnostmi. Ti bi lahko v velikem merilu povečali 
donos. Ker je čas za izdelavo multivalentnega cepiva omejen in mora biti cepivo na voljo vsako 
jesen, je količina cepiva, ki se ga lahko proizvede, omejena na najmanj produktiven sev (Gerdil, 
2003). Dobava jajc je lahko motena, prav tako se hitro lahko pojavi okužba (npr. ptičja gripa), 
zato trenutno potekajo raziskave, da bi viruse influence lahko gojili na sesalskih celičnih 
kulturah. V kokošjih jajcih je največja možnost za okužbo s ptičjim levkoznim virusom. Kljub 
temu pa pri postopku inaktivacije virusov influence inaktivirajo tudi ostale mikroorganizme, 
zato je možnost za okužbo vseeno zelo majhna (Minor, 2010). 
Po replikaciji virusov influence je potrebnih nekaj korakov, da se poveča koncentracija aktivnih 
imunogenih substanc cepiv (večino virusnih HA) in da se zmanjša ostali nevirusni material. 
Čez proces pridelave odstranijo in zmanjšajo količino jajčnih proteinov. Postopek se začne s 
koncentriranjem virusa s centrifugiranjem čez sukrozni gradient oziroma prehod alantoisne 
tekočine čez kromatografsko kolono. Tekočine lahko naknadno očistijo še z dializo ali 
diafiltracijo, koncentracijo preostalih jajčnih/celičnih proteinov pa zmanjšajo med postopkom 
zaključne formulacije, ko koncentracijo HA prilagodijo tako, da ustreza tarčnim nivojem 
(Bresee in sod., 2018).  
Pomembna je filtracija, saj zagotovi odstranitev neželenih mikrobov. Filtracija sicer ne odstrani 
endotoksinov, ki so jih proizvedle/izločile bakterije, lahko pa določene metode čiščenja 
pripomorejo k zmanjševanju nivojev endotoksinov. Endotoksini so odgovorni za nastanek 
vročine pri cepljenju, zato so določene najnižje še dopustne koncentracije endotoksinov takšne, 
da ne sprožajo nobenih reakcij (Barry in sod., 1976).  
Popelar U. Izdelava cepiv. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
6 
6 KONJUGIRANA IN POLISAHARIDNA CEPIVA  
Polisaharidna cepiva so narejena iz polisahardnih kapsul, ki sprožijo imunski odziv. Ker pa je 
ta odziv v določenih starostnih skupinah cepljenih ljudi vseeno nezadosten, so kasneje razvili 
konjugirana cepiva. Konjugirano cepivo je ustvarjeno z vezavo šibkega imunogena (v tem 
primeru lahko polisaharid) na močan imunogen, kombinacija obeh pa tako lahko sproži 
močnejši imunski odziv. Primer konjugiranega cepiva je cepivo proti Haemophilus influenzae 
tipa b (Hib).  
V finski študiji, ki so jo izvedli med epidemijo meningokokov, so prvič dokazali, da se lahko 
invazivne Hib okužbe prepreči s cepljenjem. Pri tej študiji so Hib kapsularno polisaharidno 
cepivo uporabili kot kontrolo (Peltola in sod., 1976). Polisaharidno kapsularno cepivo je 
sprožilo močne imunske odzive pri odraslih, pri otrocih pa šibkejše, a jih je cepivo še vedno 
zaščitilo. Pri otrocih, mlajših od 1 leta pa cepivo ni sprožilo odzivov, ki bi jih uspešno zaščitili 
proti tej bolezni (Kayhty in sod., 1983). Kljub temu, da je bil potencial za preprečitev Hib 
bolezni s cepljenjem nedvomen, je trajalo vse do 80. let prejšnjega stoletja, da so začeli razvijati 
novejše tehnike za razvoj tovrstnih cepiv. Nastala so konjugirana cepiva, ki ponudijo rešitev za  
imunizacijo otrok, mlajših od 1 leta (Nanduri in sod., 2018). 
6.1 IZDELAVA CEPIVA 
Izdelava konjugiranega cepiva proti Haemophilus influenzae tipa b je sestavljena iz produkcije 
kapsularnega polisaharida Hib ter pridobitve prenašalnega proteina, npr. protein tetanusa 
(Clostridium tetani). Sledi čiščenje polisaharidov z odstranitvijo fenolov, ultrafiltracijo in 
precipitacijo z etanolom. Produkt posušijo pod vakuumom in shranijo na -35 °C. V bioreaktorju 
gojijo bakterijo C. tetani. Po centrifugiranju in diafiltraciji iz supernatanta pridobijo toksin. 
Toksin nato očistijo s kombinacijo frakcijske precipitacije z amonijevim sulfatom in 
ultrafiltracije. Očiščen toksin nato obdelajo s formaldehidom, sledi koncentracija z 
ultrafiltracijo. Obdelan in koncentriran toksin shranijo na temperaturi med 2 in 8 ℃ za kasnejše 
procesiranje. Industrijska konjugacija je proces, ki ga je razvila skupina z J.B. Robbinsom na 
čelu na National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), v Marylandu (Chu in 
sod., 1981). Priprava na konjugacijo sestoji iz dveh korakov. Prvi je aktivacija kapsuliranega 
polisaharida iz Hib, drugi pa konjugacija aktiviranega polisaharida na protein tetanusa. 
Aktivacija vključuje kemijsko fragmentacijo nativnega polisaharida do specifične molekulske 
maseteže in kovalentno vezavo dihidrazida adipinske kisline. Aktiviran polisaharid nato 
kovalentno vežejo na očiščen protein tetanusa s kondenzacijo pri kateri se uporabi 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid. Izvedejo čiščenje konjugiranega materiala, da se znebijo 
kemijskih ostankov, prostih proteinov in polisaharidov. Konjugiran del nato razredčijo v 
primernem pufru, vnesejo v viale in liofilizirajo (Nanduri in sod., 2018). 
Pri nastajanju čistega kapsularnega polisaharidnega cepiva (angl. pure capsular polysaccharide 
vaccine; PRP) konjugiranega cepiva so imeli namen spremeniti imunogen iz T-celično 
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neodvisnega v T-celično odvisnega (Landsteiner in sod., 1923). Namen je bil namreč združiti 
T-celično neodvisen PRP polisaharid in T-celično odvisen protein v eno samo molekulo s 
kovalentno konjugacijo. Nastala hibridna molekula ima zmožnost stimulacije T-celično 
odvisnega protitelesnega odziva, ki ga vodita proteinski nosilec in antigenski epitop tako 
proteina in kapsularnega polisaharida. Nosilni protein stimulira aktivacijo in proliferacijo 
antigen-reaktivnih celic T, ki vplivajo na antigen-reaktivne celice B, te pa na antigenske epitope 
na konjugatu. V okviru T-celičnega imunskega odziva se lahko celice B aktivirajo in 
proliferirajo, kar se odraža v povečani populaciji antigen reaktivnih celic B ali pa se 
diferencirajo v plazma celice, ki izločajo protitelesa, običajno IgG. Klonska ekspanzija je v 
večini odgovorna za imunski spomin. Diferenciacija celic B v celice plazmatke, ki izločajo 
protitelesa, je končni proces, ki ga želimo doseči z vakcinacijo. Načrtovanje konjugatnega 
cepiva tako vključuje razmerje med visokim številom protiteles v obtoku ali pa visokim 
številom spominskih celic, ki omogočajo hiter odziv na okužbo. Glede na cepiva je to razmerje 
lahko različno, Hib cepivo pa stimulira zaščitne nivoje protiteles IgG v krvi, ki krožijo, in so 
zmožne hitrega odziva glede na bolezen (Lepow in sod., 1986). 
7 TOKSOIDNA CEPIVA 
Osnova za toksoidna cepiva so različni toksini, ki jih proizvedejo bakterije. Toksin z nekaj 
postopki spremenijo v toksoid, ki sproži imunski odziv in ne povzroča bolezni. Tako cepivo je 
cepivo proti tetanusu. 
Na začetku so znanstveniki predvsem želeli očistiti toksin tetanusa, da bi ga lahko kemijsko 
spremenili tako, da ne bi bil več toksičen, da pa bi hkrati obdržal imunogenost. Za inaktivacijo 
so najprej uporabljali jodov triklorid. Zgodnje študije na ljudeh in serokonverzijske študije so 
podprle uporabo toksoida tetanusa za namen preventive na ljudeh. Kasneje pa se je kot 
najprimernejše sredstvo za inaktivacijo izkazal formaldehid. Leta 1927 sta Ramon in Zoeller 
združila toksoid tetanusa s toksoidom davice in dokazala, da je imunski odziv za vsako bolezen 
še zmeraj zadosten. Hkrati sta tudi ugotovila,da se z imunizacijo nosečih žensk lahko prepreči 
tudi tetanus novorojenca. Toksoid tetanusa so v Ameriki začeli uporabljati po letu 1941, ko so 
ga začeli uporabljati v vojski (Roper in sod., 2018). 
7.1 IZDELAVA CEPIVA 
Trenutno za pridobivanje komercialnega toksoidnega cepiva proti tetanusu gojijo visoko 
donosni sev C. tetani v tekočem mediju v velikih fermentorjih (do 1000 L). Pri tem uporabljajo 
medij, ki ga je priredil Latham in sestoji iz kazeina, obdelanega s tripsinom. Prav tako ne 
vsebuje alergenih substanc (Bizzini, 1984). Medijev, ki vsebujejo substance, značilne za 
človeško kri, ne uporabljajo. Podatki kažejo, da se lahko proizvodnja toksina tetanusa poveča 
z dodajanjem dušika v tekoči medij. Zunajcelični toksin nato pridobijo s filtracijo, očistijo in 
detoksificirajo 4-6 tednov s 40 % formaldehidom pri 37 °C. Nekateri proizvajalci 
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detoksificirajo surov toksin pred čiščenjem, da povečajo varnost procesa pridelave (Production 
…, 1994). 
Potenca monovalentnega cepiva mora biti od leta 2003 po WHO standardih najmanj 40 
internacionalnih enot (international unit, UI) na 0,5 mL doz v miših ali/in v morskih prašičkih 
in vsaj 40 UI v morskih prašičkih ali 60 UI  v miših na dozo, ko je toksoid tetanusa uporabljen 
v kombinaciji s toksoidom tetanusa in cepivom proti oslovskemu kašlju (WHO Expert 
Committee …, 2014). 
8 CEPIVA IZ OČIŠČENIH DELOV MIKROORGANIZMOV 
Cepiva iz očiščenih delov mikroorganizmov so sestavljena iz očiščenih mikrobnih antigenov. 
Očiščeni površinski antigeni sprožijo imunski odziv, ne da bi povzročili bolezen. Primer je 
cepivo proti herpes zoster.  
Leta 1875 so znanstveniki ugotovili, da bolezni vodene koze in herpes zoster povzroča isti virus 
(virus varicella zoster), herpes zoster pa je ponovna aktivacija virusa pri že nekoč okuženi osebi, 
kasneje v življenju. Prvič sta virus izolirala Weller in Stoddard leta 1952. Kasnejše študije so 
pokazale, da so virusi, izolirani iz okuženih oseb, morfološko in serološko identični (Weller in 
sod., 1954). 
8.1 IZDELAVA CEPIVA  
Razen cepiva SuduVax, ki ga izdelujejo v Južni Koreji, je na voljo za izdelavo cepiva le sev 
Oka (Kim in sod., 2011). Za pridobitev in razvoj seva Oka za cepivo proti noricam, so vzeli 
tekočine iz mehurčkastih izpuščajev (napolnjenih s tekočinami), triletnega dečka, ki je bil 
okužen z divjim tipom virusa varicella zoster (VZV) in je imel tipične norice. Iz tekočin so 
izolirali virus. Postopek za izdelavo cepiva je nato enak: z VZV inokulirajo primarno humano 
embrijo celično kulturo iz pljučnih fibroblastov in ga v tej kulturi tudi gojijo. Virus nato serijsko 
presadijo 11-krat pri 34 °C v humani fibroblastni celični kulturi, nato pa presadijo še 12-krat v 
fibroblastnih celicah morskega prašička za nadaljnjo atenuacijo virusa. Na koncu pa naredijo 
še dve presaditvi v humanih diploidnih celicah WI-38 za pripravo starterske kulture virusa. 
Kulture virusa za nadaljnjo rabo običajno naredijo po 2-3 dodatnih presaditvah v humanih 
diploidnih celicah MRC-5. Za pripravo cepiva MRC-5 kulture operejo z raztopino fosfatnega 
pufra in poberejo celice s pomočjo etilendiaminotetraocetne kisline. Suspenzijo celic nato v 
mediju za cepiva sonicirajo za pridobitev virusa. Sledi testiranje za patogenost pri majhnih 
živalih in opicah (Takahashi in sod., 1975). 
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9 REKOMBINANTNA CEPIVA 
Rekombinantna cepiva so narejena s pomočjo rekombinantne tehnologije. To pomeni vnos 
DNK, ki kodira nek antigen, v ekspresijski sistem, npr. sesalske celice. Iz teh celic nato 
pridobijo antigene, ki jih nato očistijo in uporabijo v cepivu. Na ta način pridobijo cepivo proti 
hepatitisu B. 
Varna in učinkovita cepiva proti hepatitisu B so bila na voljo od leta 1982. Na začetku so cepiva 
izdelovali z izolacijo površinskega plaščnega proteina virusa hepatitisa B (HbsAg), ki so ga 
pridobili iz plazme ljudi s kronično okužbo virusa hepatitisa B. Kasneje pa je ta postopek 
zamenjal razvoj rekombinantne DNK tehnologije (Damme in sod., 2018). 
9.1 IZDELAVA CEPIVA 
Za izdelavo HBsAg uporabljajo rekombinantne celice S. cerevisiae, ki jih gojijo v bioreaktorjih 
z mešalom. Pri tem uporabljajo medij za fermentacije, sestavljen iz ekstrakta kvasa, sojinih 
peptonov, dekstroze, amino kislin in mineralnih soli. Med gojenjem izvajajo testiranja, da 
ugotovijo, koliko gostiteljskih celic je izrazilo željeni antigen (Parkman in sod., 1999). Ob 
koncu fermentacijskega procesa HbsAg pridobijo z lizo celic kvasovk. Ločijo ga s hidrofobnimi 
interakcijami in kromatografijo na podlagi velikosti. HBsAg se razporedi v 22-nanometrske 
lipoproteinske delčke. Nato z več fizikalnimi in kemijskimi metodami HBsAg očistijo do več 
kot 99 % čistosti. Očiščen protein tretirajo s formaldehidom, ga sterilno filtrirajo in nato 
precipitirajo z aluminijevimi solmi. S tem pridobijo cepiva z adjuvansi. Cepivo lahko vsebuje 
maksimalno 1 % DNK kvasovk (Mahoney in sod., 1999). 
Vsaka serija cepiva proti hepatitisu B testirajo za varnost na miših in morskih prašičkih. Kasneje 
izvedejo tudi teste za sterilnost in vsa testiranja v okviru QC postopka, ki zagotavljajo, da so 
vse serije konsistentne in dobro okarakterizirane (Mahoney in sod., 1999). 
Nekateri proizvajalci uporabljajo cepivo proti hepatitisu B kot del cepiva proti drugim 
boleznim. Primer je kombinacija s cepivom proti davici, tetanusu in oslovskemu kašlju (Diez-
Delgado in sod., 1997). 
10  NOVEJŠE TEHNOLOGIJE ZA IZDELAVO CEPIV  
Genska cepiva imajo zmožnost sprožiti tako humoralni kot celično posredovan imunski odziv. 
Cepiva, ki sem jih do sedaj opisal v tem diplomskem delu, lahko skupaj z običajnimi adjuvansi 
večinoma sprožijo le humoralni odziv. Genska cepiva imajo tako prednost pri zaščiti pred 
boleznimi. V tem poglavju bom obravnaval DNK in RNK cepiva. Cepiva lahko imunsko 
zaščito proti nalezljivim boleznim spodbudijo na več načinov. Pri nevtralizaciji bakterij, 
virusov, gliv in parazitov so učinkovita protitelesa, ki nastanejo v okviru humoralnega 
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imunskega odziva. Celično posredovan imunski odziv pa igra pomembno vlogo tako v zajezitvi 
nalezljivih bolezni, kot tudi v eliminaciji patogenih bakterijskih celic (Weiner in Nabel, 2018). 
Celični imunski odziv pomaga pri nadzorovanju infekcijskih bolezni skupaj z odzivom 
protiteles ali pa, ko je nastanek protiteles okrnjen, kot npr. pri pacientih z AIDS-om, malarijo, 
hepatitisom C in tuberkulozo. Humoralno imunost lahko sprožijo s proteinskimi antigeni ali 
inaktiviranimi virusi skupaj s primernimi adjuvansi. Genska cepiva, nevirusna, RNK ali DNK 
cepiva ali virusni rekombinantni sistemi za izražanje tujih antigenov so, ko jih dostavijo do 
gostitelja, dokaj učinkoviti v sprožanju tako CD4 in CD8 T-celičnih odzivov. Istočasno lahko 
nekatera genska cepiva sprožijo humoralni odziv, ko jih uporabijo s specifičnimi vektorji v 
specifični kombinaciji cepljenja, pri katerem se poživitveni odmerek razlikuje od prvega 
odmerka ali skozi izboljšano dostavo in formulacijo. Veliko virusnih in nevirusnih vektorjev so 
razvili za te namene, dosegli pa so tudi že veliko uspehov (Weiner in Nabel, 2018).  
10.1 NEVIRUSNI VEKTORJI IN DNK CEPIVA 
DNK cepiva so plazmidi, ki vsebujejo sekvence, potrebne za replikacijo in selekcijo v bakteriji 
(npr. E.coli) in sekvence, potrebne za izražanje kodiranega transgena v celicah sesalcev po 
dostavi v prejemnika vakcine (Williams, 2013). 
Cepljenja s plazmidno DNK so porajala navdušenje že v zgodnjih 1990 letih, ko so štiri 
neodvisne skupine poročale, da je dostava plazmidnih genov povzročila in vivo antigensko 
izražanje rekombinantnega antigena v prejemniku. Stephan Johnson s sodelavci je uporabil 
napravo »gene gun«, da je zlate delčke, obdane s plazmidi vnesel v celice in dosegel izražanje 
človeškega rastnega hormona v miših (Tang in sod., 1992). Dokazali so tudi prisotnost 
specifičnih protiteles. Margaret Liu s sodelavci (Merck) in Harriet Robinson (Univerziteta 
Massachusetts) so s plazmidi intramuskularno cepili miši, ki so izražali antigene gripe in 
prikazali tvorjenje antigen specifične imunosti (Ulmer in sod., 1993). David Weiner je prav 
tako pokazal, da lahko plazmidi, ki vsebujejo gen za proteine ovojnice virusa HIV ali tumorske 
antigene, stimulirajo celično in humoralno imunost v miših, ali v primeru tumorskih antigenov, 
negativno vplivajo na rast tumorja. Ti rezultati, so predvsem zaradi preproste proizvodnje, 
sprožili intenzivne raziskave DNK cepiv za obvladovanje virusnih, bakterijskih, parazitskih in 
rakavih bolezni (Davis in sod., 1899).  
Koncept DNK tehnologije v strategiji cepljenja ima veliko prednosti. Z ustreznim znanjem je z 
DNK lahko manipulirati. Prav tako DNK tehnologija omogoča hiter razvoj in produkcijo večje 
količine cepiv, saj za izdelavo cepiv ne potrebujemo patogenih mikroorganizmov. Pomembna 
je tudi visoka stabilnost DNK vektorjev, kar zmanjša potrebo po hlajenju in poveča življenjsko 
dobo produkta. Vse te lastnosti, vključno z nezahtevno produkcijo, stabilnostjo in cenovno 
dostopnostjo, omogočajo, da ima ta platforma velik potencial za izdelavo cepiv v razvijajočih 
se državah. Sami po sebi DNK vektorji niso imunogeni, torej onemogočajo kakršnokoli 
imunsko interferenco tudi pri večkratni administraciji. Primerna so tudi za tvegane skupine, kot 
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so imunokomprimitirani pacienti. V večini primerov lahko taka cepiva razvijejo v industrijskih 
obratih, kjer po končanem procesu vse zgolj očistijo in sterilizirajo (večkratna uporaba), kar 
pomeni ogromne prihranke v razvoju produkta in proizvodnji (Sheets in sod., 2006). 
Gen predstavlja točno določene antigene, set antigenov patogena ali tumorske antigene. To 
zaporedje nato vnesejo v sesalski plazmidni vektor (Andre in sod., 1998). Ti vektorji imajo po 
večini visoko število mest začetka podvojevanja za povečanje produkcije, promotorje za in vivo 
ekspresijo, plazmidne sekvence za nadzor nad ekspresijo našega plazmida in druge 
modifikacije (Kutzler in sod., 2008). Ta plazmid pripravijo v končno obliko cepiva in ga nato 
aplicirajo v gostitelja preko kože z intradermalnim injiciranjem ali pa intramuskularno. Znotraj 
citoplazme v celici lahko plazmid vstopi v jedro transfecirane celice (Condon in sod., 1996). 
Tam se geni, ki so na plazmidu s pomočjo celičnih mehanizmov prepišejo v proteine, predvsem 
gre za imunogene proteine. 
Med DNK cepivom in cepivom, ki vsebuje atenuirane mikroorganizme ali delce 
mikroorganizma, obstajajo zelo specifične razlike. Pri DNK cepivih je po plazmidni transfekciji 
v celicah prejemnika antigen prisoten le lokalno, antigenska ekspresija pa se skorajda ne razširi 
na ostale predele telesa. Plazmidi predstavljajo nek določen antigen, epitop ali več antigenov 
patogena in ne celotnega patogena, ki se je sam sposoben razširiti po telesu (Weiner in Nabel, 
2018).  
Uspehi z DNK cepivi v predkliničnih raziskavah so vodili v klinične študije na ljudeh, ki so se 
začele v zgodnjih 1990 letih. Cilj teh študij je bil oceniti varnost in sprejemljivost ter imunski 
vpliv te platforme. Preučili so različna DNK cepiva, vključno s HIV-1, gripo, antigeni raka, 
hepatitisom B, malarijo in drugimi. Zgodnje študije na ljudeh so sicer pokazale odlično 
sprejemljivost in varnost, vendar so bili imunski odzivi precej šibkejši v primerjavi z rezultati 
iz predkliničnih raziskav. Porajalo se je vprašanje, če ta novejša DNK tehnologija, lahko 
vzpodbudi zadostne imunske odzive. To je vodilo v razvoj strategij cepljenja s poživitvenimi 
odmerki, pristop naj bi združeval lastnosti DNK vakcin in rekombinantnih virusnih vektorjev. 
Cepljenje bi na tak način potekalo tako, da bi bil prvi odmerek DNK cepivo, poživitveni 
odmerek pa npr. rekombinantno cepivo. Namen tega je sprožiti drugačne tipe imunskih odzivov 
in na ta način povečati celoten imunski odziv. Rezultat je tako drugačen, kot če bi uporabili le 
eno vrsto cepiv za vse vnose (Leong in sod., 1995).  
Veliko zanimanje za uporabo te strategije so poželi atenuirani virusi variole, ki so bili 
proizvedeni z rekombinantno tehnologijo. Poleg šibkejših imunskih odzivov se je težava 
pojavila v predhodno obstoječi imunosti proti virusom variole ali adenovirusom. Predhodna 
imunost je tako možna, če so preboleli katero od bolezni, ki jih povzroča kateri od prej 
omenjenih virusov. To tako močno omejuje vpliv vektorjev v cepljenjih s poživitvenimi 
odmerki (Barouch in sod., 2004). Za poživitveni odmerek so namreč uporabljeni spremenjeni 
virusi, na katere je lahko prisotna imunost. Tako bi bili poživitveni odmerki neučinkoviti.  
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Prva cepljenja z DNK cepivi so povzročila majhne, toda specifične imunske odzive. Te odzive 
bi lahko povečali z kasnejšimi poživitvenimi odmerki z rekombinantnimi vektorji, ki bi kodirali 
enak antigen kot DNK cepivo. Tako bi s tem pridobili bolj robusten imunski odziv (Weiner in 
Nabel, 2018).  
Strategija s poživitvenimi odmerki drugega tipa cepiva so sprva predlagali v študijah, ki so 
uporabljale glodalske modele z malarijo. V teh študijah so prvo cepljenje izvedli z DNK 
cepivom, sledilo pa je še cepljenje z rekombinantnimi, spremenjenimi sevi, torej imajo vnesen 
tuj gen. To so bili rekombinantni vaccinia virusi (angl. modified vaccinia Ankara, MVA) ali 
rekombinantni New York vaccinia virusi (angl.New York vaccinia virus strain, NYVAC). 
Poživitveni odmerek je bil sestavljen iz specifičnih antigenov parazita Plasmodium berghei. To 
sosledje je povzročilo večji CD8 T-celični odziv, kot če bi vsak tip cepiva uporabili samega 
zase. Schneider in sodelavci so pri uporabi cepiva proti malariji ugotovili, da prvi odmerek 
cepljenja z DNK in kasneje poživitveno cepljenje z vektorji MVA, ki vsebujejo iste antigene, 
vodi v povečano imunost in večjo učinkovitost pri zaščiti, kot če bi cepili samo z enim cepivom 
svoje vrste. Ti rezultati so omogočili razširitev na številne ostale kombinacije DNK in 
rekombinantnih vektorjev za uporabo pri cepljenju (Schneider in sod., 1998).  
Zgodnje klinično ovrednotenje heterolognega cepljenja s poživitvenimi odmerki različnih tipov 
cepiv s strani McConkey in kolegov dokazuje prednosti te tehnike. V študiji so cepljenje najprej 
testirali z DNK cepivom, ki kodira preeritrocitičen malarijski antigen TRAP (thrombospondin-
related adhesion protein), ki mu je sledila intradermalna dostava rekombinantnega 
spremenjenega MVA, ki je prav tako vseboval TRAP antigen. DNK-MVA kombinacija je bila 
varna in je sprožila celični imunski odziv, ki je služil kot delna zaščita proti okužbi z 
malarijskim sporozoitom v ljudeh (McConkey in sod., 2003). 
Poskusov za izboljšanje DNK platforme cepljenja je bilo veliko. Začeli so se pri modifikaciji 
plazmidnega vektorja, da je lažje dostavil in nato izrazil antigene in vivo. Vključevali so tudi 
optimizacijo promotorske regije in transkripcijskih elementov, kar je vodilo v povečanje 
ekspresijskih nivojev antigenov. V poštev sta prišli tudi konstrukcija in načrtovanje plazmida, 
torej optimizacija promotorjev in ojačevalcev, poliadenilacija, rezistenca na antibiotike in 
selekcijske sekvence ter mesta začetka podvojevanja (Kutzler in sod., 2008).  
Med bakterijami, virusi in paraziti obstajajo edinstvene transkripcijske razlike. Pri DNK 
zaporedju lahko optimizirajo kodone, to pa bo koristilo prenašalnim RNK v človeških celicah. 
Informacijske RNK se tako lahko lažje prepišejo. Pomembna prilagoditev je tudi optimizacija 
molekule RNK. Pri tem naredijo spremembe v RNK zaporedju, ki pa ne vplivajo na zaporedje 
aminokislin končnega antigena v cepivu. Odstranijo tudi notranje motive cis kot so TATA 
škatle in razna ponovljena zaporedja, ki lahko povzročijo nestabilnosti. Kombinacija teh in 
ostalih genskih strategij za optimizacijo ima lahko močan učinek na izražanjeekspresijo 
proteinov in imunogenost cepiva (Rice in sod., 2008). V nedavni študiji DNK cepiva proti 
virusu Zahodnega Nila, so uporabili izboljšane promotorje, ki so sprožili ustrezne odzive 
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protiteles za zaščito v večini od 30 udeleženih v študiji. Kljub temu pa so bili T-celični odzivi 
nizki, kar pomeni, da je potrebno še veliko izboljšav, da bo ta platforma lahko delovala sama 
(Martin in sod., 2006).  
Pri DNK platformi lahko antigene cepiva hitro prilagodijo z visoko natančnostjo, pri tem pa 
upoštevajo tudi omejitve cepiv. Npr. podtipi zaporedja HIV Env se lahko razlikujejo do 15%. 
Tako velike razlike imajo tudi virusi gripe, hepatitisa, malarije in drugi virusi. Problem nastane, 
ko cepijo z enim samim virusnim zaporedjem, saj tako obstaja le majhna možnost za zaščito 
proti vsem sevom, ki se nahajajo v populaciji. Možna rešitev je razvoj umetnih antigenov za 
cepiva. Razni pristopi bi tako lahko bolj osredotočili imunski odziv. Cilj pa je povečanje 
navzkrižne reaktivnosti T-celičnih odzivov, ki jih sprožimo proti različnim sevom patogena 
(Weiner in Nabel, 2018).  
10.2 RNK CEPIVA  
Dostopnost nukleinskih kislin, ki jih lahko uporabimo in vivo, v cepivih, pomeni novo možnost 
pri cepljenju oziroma imunoterapiji. Uporaba plazmidne DNK za in vivo plazmidne produkcije 
in obveščevalne RNK za dostavo kodiranih antigenov je bila prvič omenjena že dve desetletji 
nazaj (Kutzler in sod., 2008). Sprva so bila DNK cepiva v centru pozornosti zaradi nezahtevne 
produkcije in stabilnosti, toda kmalu so nastopili problemi s premajhnimi odzivi za uspešno 
zaščito proti bolezni. Tako pa so na vrednosti pridobili pristopi na osnovi RNK. Prednost je, da 
četudi je bila oseba prej seropozitivna, to ne izniči odziva, ki ga povzročijo RNK cepiva, ter 
tako v teoriji dovoljujejo neomejene poživitvene odmerke. Narejena in prilagojena so in vivo, 
ter nato sprocesirana v gostitelju. Kot pri DNK cepivih so lahko antigeni, proizvedeni in vivo, 
predstavljeni pri endogenih APC in kasneje stimulirajo tako CD4 in CD8 T–celične odzive, ter 
tako posnemajo imunske odzive kot pri živi okužbi (Weiner, 2013). 
10.2.1 Izdelava RNK cepiv 
Obveščevalne RNK lahko ustvarijo in vitro z rekombinantnimi encimi, ribonukleotidnimi 
trifosfati in matrično DNK. Glede na ostala tradicionalna cepiva (atenuirana, inaktivirana, 
cepiva iz očiščenih delov mikroorganizmov) je izdelava hitra in relativno lahka. Donos in 
preprostost tako omogočata izdelavo tudi v majhnem proizvodnem obratu. Proces izdelave je v 
veliki meri odvisen od dolžine RNK, nukleotidov in kap na koncu RNK sekvence ter čiščenja 
produkta. Proces bi glede na opažanja lahko standardizirali skoraj na katerikoli proteinski 
imunogen, kar je še posebej dobrodošlo v primeru pojava visoko nalezljive bolezni (Pardi in 
sod., 2018).  
Začetek proizvodnje obveščevalnih RNK se začne z izdelavo matrične DNK, ki mu sledi 
encimska in vitro transkripcija. Procesi se lahko malce razlikujejo glede na specifične 
konstrukte obveščevalnih RNK, da se lahko izdelava prilagodi spremenjenim nukleozidom ali 
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spremembi matrične DNK. Proces začnejo z izdelavo matrične verige DNK plazmida v E. coli. 
Matrično DNK nato obdelajo z restrikcijskimi encimi, da omogočijo sintezo poliA delčkov na 
3' koncu. Obveščevalne RNK nato sintetizirajo iz ribonukleotidnih fosfatov s pomočjo RNK 
polimeraze bakteriofaga. Matrično DNK nato inkubirajo z dodatkom Dnaze, kar povzroči 
razgradnjo DNK. Na koncu obveščevalnim RNK encimatsko ali kemično dodajo kapo za 
uspešno translacijo in vivo (Pardi in sod., 2018).  
Ko so obveščevalne RNK sintetizirane, jih pošljejo čez nekaj korakov čiščenja, da s tem 
odstranijo vse komponente reakcij, vključno z encimi, prostimi nukleotidi, ostanki DNK in 
skrajšanimi RNK fragmenti. Ko so obveščevalne RNK očiščene, jih shranijo v shranjevalni 
pufer ter sterilno prefiltrirajo v viale za klinično uporabo. Pufre z RNK preverijo, da ne 
vsebujejo Rnaz (Pardi in sod., 2018).  
Prej omenjena slaba imunogenost pri DNK cepivih se je pojavila tudi pri zgodnjih študijah z 
RNK cepivi. Te so kazale na nizko imunogenost pri majhnih živalih, težave so nastale tudi pri 
proizvodnji, z majhnimi donosi in nestabilnim produktom (Weiner in Nabel, 2018). 
Kljub temu pa so v zadnjem desetletju RNK cepiva pokazala obete, predvsem v ex vivo 
transfekcijskih študijah. RNK imunizacija s transfekcijo dendritičnih celic pacienta je pokazala, 
da lahko sproži zadostno imunost in vivo. Znanstveniki so tako dobili interes za imunoterapijo 
za zdravljenje raka z uporabo celic pacienta. Pri tem uporabimo modificirane obveščevalne 
RNK, ki jih dobijo iz lastnih celic pacienta ali pa jih specifično sintetizirajo. Pristope so testirali 
pri raku trebušne slinavke, nevroblastomih, melanomih, kolorektalnem raku, pljučnem raku, 
raku prostate in drugih (Zhao in sod., 2010).  
Strokovnjaki v zadnjem času vedno bolj priznavajo metodo direktnega injeciranja gole 
obveščevalne RNK. Razlog temu so ločena odkritja na področju RNK cepiv. Ta so na primer 
zmožnost stabilizacije obveščevalne RNK med proizvodnjo, ter razvoj RNK vektorjev 
osnovanih na alfavirusni platformi. V nedavni študiji na živalih so uporabili sintetičneo 
obveščevalne RNK, ki so imele kodirane antigene gripe. Cepili so miši ali dihurje, ti pa so bili 
proti gripi zaščiteni že po eni sami imunizaciji (Petsch in sod., 2012). Enak poskus so izvedli 
tudi na prašičih, vendar jih cepljenje ni popolnoma zaščitilo, a je cepljenje vseeno omililo 
simptome bolezni. Cepiva z obveščevalnimi RNK trenutno testirajo na ljudeh, predvsem na 
bolnikih z rakom prostate (Sahin in sod., 2014). Cepiva z obveščevalno RNK so razdelili na pet 
intradermalnih injekcij s predpisano dozo 1280 μg. Pri večini testiranih v študiji, 26 od 33 
pacientov, se je imunski sistem odzval vsaj na eno vrsto antigena, pri 15 pacientih pa se je 
imunski sistem odzval na več kot eno vrsto antigena v cepivu. Stranske učenke v zvezi s 
cepljenjem je doživelo 89 % pacientov. Večina teh reakcij je bila blagih, a so vseeno potrebne 
nadaljnje študije glede varnosti. Testirani, pri katerih je cepljenje sprožilo imunski odziv, so 
bili tako bolj zaščiteni proti bolezni kot tisti, pri katerih se imunski sistem ni odzval. Tudi tisti, 
ki so se odzvali na 3 različne vrste antigenov, so imeli večje možnosti preživetja kot tisti 
testirani, katerih imunski sistem se je odzval zgolj na 1 ali 2 vrsti antigenov. Samo štirje pacienti 
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pa so imeli povišane titre protiteles. Na področju cepiv z obveščevalno RNK so tako potrebne 
dodatne študije (Weiner in Nabel, 2018).  
V zadnjem času je pomemben preboj ponovna uporaba alfavirusnega sistema kot nevirusne 
RNK platforme za dostavo cepiv (Ljunberg in sod., 2015). Na primer, v študijah iz Novartisa 
so poročali o »self-amplifying« RNK tehnologiji (Geal in sod., 2012). Ta izhaja iz virusov in 
kodira tako antigen, ki ga želijo vstaviti in proteine, ki omogočajo replikacijo RNK cepiva. Pri 
tem pristopu so alfavirusni geni, ki kodirajo RNK replikacijski mehanizem skupaj z 
rekombinantnimi virusnimi tarčnimi antigeni, ustvarjeni v laboratoriju. V študijah, kjer so cepili 
miši proti proteinu F respiratornega sincicijskega virusa, so poročali o močnih in hitrih odzivih 
protiteles (Bogers in sod., 2015).  
Cepiva z RNK imajo določene prednosti in vsekakor obetajo veliko.  
11 ZAKLJUČEK  
Cepljenje je najbolj učinkovit pristop za preprečevanje bolezni. Cepiva ščitijo proti bakterijam 
in virusom, tudi tistim, za katere je nekdaj veljalo, da so nedotakljivi (HIV). Starejši pristopi 
izdelave, kot so atenuacija, izdelava toksoidov in podobni, še vedno rešujejo življenja. Novejše 
tehnologije izdelave, DNK in RNK platforme pa omogočajo cepljenje, s katerim se odpirajo 
nova vrata pridobljeni imunosti. Z ustreznimi programi cepljenja se mogoče v prihodnosti na 
seznamu izkoreninjenih bolezni kmalu znajde še kakšna. 
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